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Title of the invention: 
Cyclic tyrosine dipeptides 

Summary 

Cyclic tyrosine dipeptides of general formula I represent compounds, in which the phenolic group of 
tyrosine is esterified with butyric acid. This is a protracted type of drug, in which both the carrier 2,5- 
dioxopiperazine derivative and the fatty acid in a phenolic ester bond (for example, butyric acid) have a 
therapeutic effect. The cited compounds can be used in the production of pharmaceutical preparations in 
solid or liquid forms of administration, intended for inhibition and/or treatment of malignant cell 
proliferation and/or stimulation of specific proteosynthesis and cell differentiation. 
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Cyclic tyrosine dipeptides 
Field 

The invention concerns cyclic tyrosine dipeptides of general formula 




where Ri and R 2 denote straight or branched Ci to C 7 alkyls or joined by a chemical bond, in 
which one of these substituents or both can denote a hydrogen atom, R2 denotes 
phenylmethyl, 4-hydroxyphenylmethyl, phenyl, 4-hydroxyphenyl, carboxymethyl, 
2-carboxy ethyl, s-aminobutyl or methylthioethylene, if R2 is a hydrogen atom, Ri can 
form a trimethylene or methylenethiomethylene chain with a nitrogen atom in position 1, 
A denotes a C2 to C7 alkanecarboxylic acid residue. 

These new compounds are suitable for inhibition of cell proliferation and/or for 
stimulation of specific proteosynthesis. 

Prior Art 

Butyric acid or its salts have interesting biological properties: they influence morphology, 
growth rate and gene expression in mammalian cells [Life Sci. 27, 1351-1358 (1980)]. A 
positive effect was also shown in the immune system but an antiviral effect and inhibition of 
bacterial growth in 14 strains were also found (Life Sci. 63, 1739-1760 /1980/). 
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(54) Nazev prihlaSky vynalezu: 

Cyklicke tyrosinove dipeptidy 

(57)Anotace: 

Cyklicke tyrosinove dipeptidy obecneho vzorce I predstavuji 
slouceniny, kde fenolicka skupina tyrosinu je esterifikovana 
kyselinou maselnou, Jde tedy o protrahovany typ leciva, ve 
kterem se terapeuticky uplatftuje jak nosic 2,5- 
dioxopiperazinovy derivat, tak i esterove fenolicky vazana 
mastna kyselina, napf. kyselina rnaselna. Uvadene slouceniny 
lze pouzft k vyrobe farmaceutickych pripravku v pevnych 
nebo tekutych davkovarich forrnach, urcenych k inhibici 
a/nebo lecenf maligm proliferace bunek a/nebo stimulaci 
specificke proteosyntezy a diferenciaci bunek. 
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Cyklicke tyrosinove dipeptidy 

Oblast techniky, 

Vynalez se tyka cyklickych tyrosinovych dipeptidu obec- 



neho vzorce 




kde R 1 a znacl pf£m£ nebo rozvetvene alkyly az C^, popf. 
spojene chemickou vazbou, pricemz jeden z techto substitu- 
entu, popf. oba mohou znacit atom vodlku, R 2 znacl fenyl- 
metyl, 4 -hydroxy f enylmetyl , fenyl, 4 -hydroxy fenyl, karbo- 
xymetyl, 2-karboxyetyl , £>-aminobutyl anebo metylthioety- 
len, je-li R 2 atom vodlku, muze R x tvofit trimetylenovy, 
popf. metylenthiometylenovy fetezec s atomem duslku v po- 
loze 1, A znacl zbytek alkankarboxylove kyseliny C 2 az Gj. 

Tyto nove elouceniny jsou vhodne k inhibici bunecne proli- 
ferace a/nebo ke stimulaci specificke proteosyntezy, 

Dosavadnx stav techniky 

Kyselina maselna anebo jejx sole majl zajlmave biologicke 
vlstnosti: ovlivnujl morfologii, rychlost rustu a genovou ex- 
presi u ssavclch bunek (Life Sci. 27, 1351-1358 /1980/). Pozi- 
tivni vliv byl prokazan i u imunitniho systemu, ale byl i zji- 
sten take protivirovy ucinek a inhibice bakterialnlho rustu u 
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14 ruznych kmenu (Life Sci. 63, 1739-1760 /I 980/). 

Pouziti samotne kyeeliny maselne anebo je.iich soli ma vel- 
ke omezeni pro je^i nepfljemny zapach a vysoky clearens. 

Proto gistym pokrokem byly slouceniny s kyselinou maselnou 
kovalentne vazanou (esterovou vazbou) na ruzne cukry (manosa, 
glukosa) (Eur. J. Med. Chem. 24, 471-474 /1989/ anebo jen na 
samotny o-nitrobenzylalkohol (Int. J. Cancer 45, 744-751 /1990/). 
Nejuspesnejsim derivatem z tetb skupiny je pivaloyloxymetyl bu- 
tyrat (Pivanex ™). Zcela nespornym pokrokem .isou derivaty tyro- 
sinu, jehoz fenolicka skupina je esterifikovana kyselinou masel- 
nou (PV-2000 - 1654; 05.05.2000); esterolyzou (ubikvitni estera- 
zou) je in situ uvolnena kyselina maselna. Toto prekvapive zji- 
steni bylo prokazano u sloucenin typu N-acyl-O-butyryltyrosin - 
etylesteru, puvodne pripravenych jako enzymaticke substraty. 
Chymotrypsin tento typ sloucenin nestepil; po inkubaci s homo- 
genaty pankreatu anebo homogenatem tenkeho streva, doslo k pro- 
nikavemu stepeni etylesterove vazby v dusledku esterolyzy buty- 
ratu (Acta Universitatis Carolinea - Enzymology and its clinical 
use - Part III, 139-143 /1975/) , obdobne se choval derivat N-ace- 
tyl-0-butyryl-3-nitrotyrosin-etylester; chymotrypsin stepi C-tyro- 
sinou vazbu (esterovou anebo amidovou) pouze tehdy, je-li feno- 
licka skupina tyrosinu volna, tj. nesubstituovanna. 

Podstata vynalezu 

Dalsi pokrok ve zminene oblasti pfedstavu;}! cyklicke tyrosinove 
dipeptidy uvedeneho obecneho vzorce, v nemz obecne substituenty 
maji stejny vyznam jako vyse. 

Jsou to slouceniny, kde fenolicka skupina tyrosinu je este- 
rifikovana kyselinou maselnou. Kombinacx 2 ,5-dioxopiperazinove 
struktury se zbytkem tyrosinu, ktery slouzi jako nosic . esterove 
vazane kyseliny maselne se ziskaji slouceniny, ve kterych se bio- 
logicky, krome samotne kyseliny maselne uplatni i tzv. nosic, tj. 
2,5-dioxopiperazinovy skelet. Nebot jak bylo zjisteno, soubor 
cyklickych dipeptidu, tj. derivatu 2 ,5-dioxopiperazinu s aroma- 
tickymi aminokyselinami (ale i prolinem) , ma podobne biologicke 
ucinky jako samotna kyselina maselna, tj. indukci diferenciace 
neoplastickych bunek a stimulaci jejich regenerace (J. Pharm. 
Pharmacol. 52, 75-82 /2000/). 
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Protoze tento synergismus obou komponent v lecivu je oje- 
dinely, tj. kombinace uoianeho farmaka, ale i tzv, hosice > pred- 
stavuj£ tyto slouceniny obecneho vzorce podle vynalezu moznost 
sirokeho uplatneni v terapii maligniho bujeni. 

Vsechny meziprodukty a konecne latky byly pripraveriy syn- 
tezou v roztoku obvyklymi metodami uzivanych v chemii peptidu. 
Tyto slouceniny je mozne take pfipravovat syntezou v pevne 
fazi, popr. syntezou pomoox enzymu. 

Vynalez cyklickych tyrosinovych dipeptidu je blize ilu- 
strovan, ale nijak omezen, v nasledujicich pf£kladech prove- 



deni. 




Pouzite 


zkratky a symboly maji n.asledujici vyznam: 


Boc 


tert .butyloxykarbonyl 


Z 


benzyloxykarbonyl 


Btr 


butyryl 


Bzl 


benzyl 


dmpa ~ 


dimetylf ormamid 


Glu * 


kyselina glutamova 


Lys 


lys in 


Pro 


prolin 


Val 


val in 


Tyr 


tyro sin 
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Pf iklady provedeni 



Pfiklad 1 

Cyklo ( Valyl-O-butyryltyrosyl ) 

prid|p r6Zt0kU 265 ^l^al-Tyr) (1 mmol) v 5 ml pyridinu 
byl pn teplote mistnosti 0,2 ml anhydridu kyseliny maselne\ 
Po 1 h michani pfi teplote mlstnosti byl roztok odpafen a ne- 
krystalicky odparek byl rozpusten v octanu etylnat'em a postup- 
ne vytfepan vodou, 5 Jo hydrogenuhlicitanem sodnym, vodou a odpa- 
fen. Krystalizaci z 2-propanolu a vody bylo ziskano 170 mg 
(42 % hmot.) produktu o t.t. 166-169 °C. 

Pfiklad 2 

Cyklo (Prolyl-O-butyryltyrosyl) 

Byl pfip raven obdobnym zpusobem jako valinovy derivat u- 
vedeny v pfiklade 1. ve vytezku 51 % hmot. a t.t. 155-156 °C. 

Pfiklad 3 

Cyklo ( -Glutamyl-O-butyryltyrosyl ) 
Boc-Glu(OBzl-Tyr-OMe 

K roztoku 17 g Boc-Glu(OBzl) (50 mmolu) v 50 ml DMPA bylo 
pfidano 7 ml F-etylpiperidinu, reakcni roztok byl ochlazen na 

-5 C a za michani bylo pfidano 5 ml chlormravencanu etylnate'- 
ho; po "8 min michani (-5 °C) byl pfidan Tyr-OMe v 30 ml DMFA 
uvolneny z 11,6 g (50 mmol) odpovidajiciho hydrochloridu. Po 
2 h michani za teploty mistnosti byl reakcni roztok odpafen, 
odparek byl rozpusten v octanu etylnatem a postupne byl vytfe- 
pan 1% kyselinou citronovou, vodou, 5% hydrogenuhlicitanem sod- 
nym, vodou a organicka faze byla odpafena a azeotropicky vysu- 
sena toluenem. Bylo ziskano 17,5 g (68 % hmot.) nekrystalicke 
latky. 

Cyklo ( fls Glu(OBzl)-Tyr) 

K roztoku 5,2 g Boc-Glu(OBzl)-Tyr-OMe (10 mmolu) ve 20 ml 
ledove kyseliny octov^ byloza teploty mistnosti pfidano 33 ml 
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0,9M HC1 v kyseline octove. Po 2 h mxchani za teploty mxstno- 
sti byl reakcnx roztok odparen, odparek byl rospusten v meta- 
nolu a deionizovan na slabe bazickem anexu (L 150). Spojene me- 
tanolicke eluaty byly odpareny a azeotropicky vysuseny toluenem. 
Fekrystalicky odparek byl rozpusten ve 20 nil ootanu etylnatem a 
po prxdavku 0,2 ml kyseliny octove byl roztok zahfxvan 30 min 
pod zpetnym chladicem. Po 3 h (3 °C) byla krystalicka latka od- 
filtrovana a krystalizacx z kyseliny octove a octanu etylnateho 
bylo sxskano 2,1 g (55 % hmot.) latky o t.t. 190 -193 °C. 

Oyklo( c(-Glu/OBzl/-Tyr/Btr/) 

K roztoku 1,95 g cykloCK -Glu/OBzl/-Tyr) v 10 ml pyridinu 
bylo za teploty mxstnosti pfidano 1 ml anhydridu kyseliny masel- 
ne. Po 1 h mxchanx za teploty mxstnosti byl roztok odparen a 
krystalizacx z 2-propanolu a petroleteru bylo ziskano 1,8 g latky 
(80 % hmot.) a t.t. 187-188 °C. 

CykloC <K-Glu-Tyr/Btr/) 

1,8 g cyklo(c<-Glu/0Bzl/-Tyr/Btr/) (4 mmoly) ve 100 ml 
DKPA byl v pfxtomnosti 5% Pd/G (0,2 g) hydrogenovan za tlaku 
2 MPa po dobu 1 h. Potom byla reakcnx smes za horka 2 filtro- 
vana a roztok odparen. Bylo z£skano 1,1 g (30 % hmot.) konec- 
neho produktu o t.t. 226-230 °C. 

Pf xklad A 

Cyklo (o(-lysyl-0-butyryltyrosyl ) 

Bo c -Ly s ( Z ) -Ty r-OMe 

Byl pfipraven anhydridovou metodou z Boc-Lys(Z) obdobnym 
zpusobem jako glutamylovy dipeptid uvedeny v pfxklade 3. ve 
vytezku 63 % hnft . jako nekrystalicka latka. 

Cyklo (*<-Lys/Z/-Tyr/) 

Byl pfipraven acidolyzou a naslednou cyklizacx z Boc-Lys(Z)- 
Tyr-OMe jako glutamylovy dipeptid uvedeny v pfxklade 3 ve vytez- 
ku 63 % hmot. a t.t. 238-239 °C 
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Cyklo( «(-Lys/Z/-Tyr/Btr/) 

Byl pripraven obdobnym zpusobem z cyklo(»<-LysW-Tyr) 
3ako glutamylovy dipeptid ve vytezku 72 % hmot. a t.t. 232-230°C 
jak je uvedeno v prxklade 3. 

Cykl o (<\-Iy s -Tyr/Bt r/ ) 

Byl pripraven tlakovou hydrogenolyzou z vychoziho cyklo- 
(*N-Lys/Z/-Tyr/Btr/) jako glutamylovy dipeptid uvede™ v prikla 
de 3, a tim rozdilem , ze hydrogenolyza byla provedena pfi 35 °n 
Konecny produkt byl zfskan ve vytezku 41 % hmot. a t.t. 214-217 ' 

Prumyslova vyuzitelnost 

Tento vynalez se tyka cyklickych tyrosinovych dipeptidu 
uvedeneho obecneho vzorce k vyrobe farmaceutickych pripravku 
urcenych k inhibici a/nebo lecenl malign! proliferace bunek ' 
a/nebo stimulace specified proteoeyntezy a diferenciaci bunek 
pro peroral*! nebo : rektalni aplikaci, v pevnych nebo tekutych ' 
davkovaclch formach, ktere Ize vyrabet zpusoby, beznymi ve far 
maceutickem prumyslu a ktere usnadnuoi aplikaci, zejmena pe- 
roralni. i 
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p/ »U?00 - c£6<f-7 

PAIEMO^ NAROKI 
Cyklicke tyrosinove dipeptidy obecneho vzorce 




kde R^ a R g znacx prime iiebo rbzvetverie alkyly C 1 az C^, popf, 
spojene chemiekou vazbou, pricemz jeden z techto substituen- 
tu, popr. oba mohou znacit atom vodxku, R 2 znaci fenylmetyl, 
4-hydroxyf enylmetyl, fenyl, 4-hydroxyf enyl , karboxymetyl , 
2-karboxyetyl, £ -aminobutyl ariebo metylthioetylen, je-li 
R 2 atom vodlku, muze R^ tvorit trlmetylenovy , popr. mety- 
lenthiometylenovy retezec s atomem duslku v poloze 1, 
A znaci zbytek alkankarboxylove kyseliny C p az C r/ . 



